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Project abstract:

O papel da melatonina (ME) na gravidez e no desenvolvimento fetal embriondrio vem sendo discutido com
evidéncias da conexdo entre o desenvolvimento normal do feto e a ME. Sabe-se que o embrido e o feto sao
dependentes da ME materna, pois a glandula pineal se torna madura ap6s o nascimento. A ME transplacentaria
possui diversos efeitos na fisiologia do feto como a coordenacio do desenvolvimento de érgéos e tecidos
periféricos, programagdo metabdlica e imunolégica. Ha uma estreita relagdo entre uma gravidez ideal e uma
transi¢do sauddvel para a vida pés-natal. Foi proposto recentemente que um risco elevado de cancer pode surgir
advindo de disttirbios cronicos ou interrupgdes na organizagao temporal dos ritmos bioldgicos bem como baixos
niveis circulantes de ME que normalmente ocorrem em paralelo e que acoplam o individuo a alternancia didria
de luz e escuriddo. Evidéncias sugerem que a diminui¢do da ME leva a um desequilibrio das secrecoes de
citocinas inflamatdrias, mutagénese e dano oxidativo, o que provavelmente resulta na progressao de vérios tipos
de cancer; além disso a supressao ME também induz a secre¢io exacerbada de testosterona e estrogénio, o que
eleva o risco de cancer de endométrio, ovdrio, ttero e mama. Reforcando os efeitos da ME, ja foram
demonstrados diversos benéficos em doengas associadas a macréfagos (cancer e infec¢des parasitérias)
regulando as respostas dos macréfagos. Embora as vias especificas que transmitem seus efeitos sobre essas
doencgas ainda ndo sejam totalmente compreendidas torna-se necessarios grandes esforcos experimentais antes
da aplicacdo clinica, pois a ME oferece uma base para o desenvolvimento de terapias promissoras para tratar
doencas associadas a macréfagos, como o cancer. Com base nestas evidéncias, este projeto tem objetivo de
verificar se a gestagdo de maes com supressdo ME pode implicar em prejuizos na prole no que se refere a



progressdo e desenvolvimento tumoral e analisar qual € o envolvimento do sistema imunolégico da prole, ou
seja hipotetizamos que a gestdo com a supressdao de ME possa afetar o sistema imune na geragao F1
principalmente se considerarmos os efeitos imunomodulares que a ME possui sobre macréfagos e seu fendtipo
para estados que inviabilizam a oncogénese. Serdo utilizadas 20 ratas Wistar, virgens, com 60 dias, divididas
em 2 grupos (n=10): 1) Maes MCTL: ratas prenhes; 2) Maes MPinx: ratas prenhes pinealectomizadas. A ratas
do grupo MPinx serdo submetidas pinealectomia aos 45 dias de idade, e mantidas sob observagdo por 15 dias.
Ap6s este periodo, todos os animais serdo alocados na disposicdo de duas ratas e um rato para o acasalamento.
Ap6s o parto, somente a prole serd mantida para experimentacdo. Ao final da lactagc@o os animais serdo
desmamados e divididos em 2 grupos experimentais: proles CTL (PCTL) e Proles Pinx (PPINX). Aos 60 dias
de idade as proles dos grupos PPinx e PCTL serdo submetidos a inoculacido de tumor de Walker-256 e o
desfecho do protocolo terd um total de 14 dias. Ap6s esse periodo serd realizada a eutandsia e coletado sangue
pela veia cava inferior e o plasma obtido sera utilizado para avaliacdo da citocinas inflamatdrias TNF-a, IL-10,
IL-12 e IFN-Y e TGF pelo método de ELISA. Serdo coletadas os tumores para anélise histomorfolégica por
meio de coloracdo de Eosina e Hematoxilina e imunohistoquimica de macréfagos associados a tumores fendtipo
(M1 e M2) para os seguintes marcadores: M1: CD68/iNOS e M2 CD206; expressao proteica e génica dos alvos:
Inflamassoma-NLRP3, AKT, PI3-Kinase e mTOR. A avaliacdo estatistica serd realizada por meio da andlise de
variancia ANOVA. A andlise estatistica para histologia serd realizada por meio do teste estatistico de Kruskal
Wallis, seguido pelo pos-teste de Dunn. Os valores serdo representados como média + erro padrao. Os testes

estatisticos serdo realizados no programa GraphPad Prism 7.
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AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO E RESPOSTA INFLAMATORIA FRENTE A
INOCULACAO DE TUMOR DE WALKER 256 EM PROLES DE RATAS
PINEALECTOMIZADAS

A partir de ratas pineaectomizadas serd avaliada a variagao do fenétipo de macréfagos e a progressao do cancer por
meio da inoculag¢do de tumor de walker 256 na geracdo F1 de ratos machos.

Serdo obtidos os seguintes dados: 1) Avaliagdo histomorfoldgica do tumor por meio por meio da coloragdo de
Eosina e Hematoxilina; 2) Dados de Imunohistoquimica da variacdo fenotipica de macréfagos associados a
tumores fenétipo (M1 e M2); 3) Dados sobre expressao proteica e génica do Tumor de Walker (Inflamassoma-
NLRP3, AKT, PI3-Kinase e mTOR) 4) Avaliacdo das citocinas plasmadticas pelo método de ELISA: TNF-a, IL-10,
IL-12, IFN-y e TGF;

Procedimentos para obtengdo de dados serdo padronizados segundo descricdes mais atualizadas da
literatura pertinente e/ou segundo as instru¢des dos fornecedores dos reagentes. Outros procedimentos para
assegurar a qualidade dos dados gerados

serdo 'incluidos' no desenho experimental, como controles negativo e positivo, curvas-padrao e treinamento
adequado nos procedimentos e métodos.

Relevancia e reprodutibilidade bioldgica nos experimentos in vitro serdo assegurados pela realizagdo de
experimentos independentes, avaliados em

triplicata

Todo experimento realizado no projeto serd documentado diariamente em cadernos ATA (fisicos com anotagdes
manuscritas) incluindo todos os detalhes do procedimento e possiveis intercorréncias. Esses dados ainda serdo
registrados em relatdrios/planilhas e sistematizados com a finalidade de demonstrar todos os procedimentos

metodolégicos aplicados na evolucio da pesquisa.

As metodologias empregadas neste estudo estardo embasadas na literatura e seguirdo rigorosamente os principios
éticos estabelecidos pelos 6rgdo competentes (Comissio de Etica no Uso dos Animais (CEUA))

Os direitos autorais dos artigos cientificos produzidos a partir do presente projeto de pesquisa serdo do periddico
que o publicard, avaliado pelos autores, e cumprindo as normas relacionadas com a citacdo das agéncias que

fomentaram a pesquisa

Os dados serdao armazenados em nuvem do Google Drive. O acesso ocorrerd por meio de e-mail institucional.
Como medida de seguranca serd realizado backup dos arquivos serdo feitos em tempo real a partir do aplicado
Google Drive. Além disso semanalmente serd realizado back-up adicional em Disco Rigido externo protegido por

senha.

Os acessos aos dados serdo restritos ao pesquisador e orientador. A pesquisadora ird garantir a seguranca dos dados
com backup. Apés a publicacdo, acesso ilimitado, gratuito e piblico aos dados serd concedido conforme
normativas locais ou da revista cientifica a qual serd destinada a publicacdo

Todos os dados obtidos neste projeto serdo consideradas como tendo valor para armazenamento a médio e longo
prazo, considerando a politica "Open Science" e a possibilidade de que os dados e informacdes (mesmo nio

publicados) possam ser lteis para outros pesquisadores ou como interesse publico. Logo , todos os dados gerados



serdo gerenciados e o compartilhamento destes dados serd feita segundo a politica 'Open Science', respeitando as
politicas e regulamentacdes especificas aplicdveis pela Agéncia FAPESP relacionadas a propriedade intelectual e as
restricOes de compartilhamento de dados ainda nao publicados. Versoes brutas dos dados analisados serdo

preservadas indefinidamente.

O prazo minimo de 12 meses apds o término da vigéncia da proposta junto a agéncia de fomento manteremos
todos os arquivos de seguranca neste periodo (nuvem, cadernos ATAs, Driver Externo). Ap6s esse periodo, cépias
independentes do conjunto de dados serdo feitas em dois hard drives portateis distintos e estes dispositivos fisicos

serdo mantidos sob a guarda dos responsaveis nesta proposta indefinidamente.

Enquanto ndo publicados ou em fase de publica¢do, apenas o pesquisador principal e o responsdvel/supervisor
terdo acesso irrestrito a todos os dados armazenados em nuvem ou discos externos. Pesquisadores interessados nos
dados poderao ter contato com os dados por meio de publicacdes, apresentagcdes/palestras ou por meio de
apresentacdes em eventos cientificos. O acesso a conjuntos completos de dados poderdo ser solicitados por outros
interessados apos a

publica¢do dos dados, segundo a politica de 'Open Science'. Em todos os casos, deverdo ser dado créditos a equipe

de pesquisa e a agéncia financiadora (FAPESP), em caso de aceite do trabalho.

Os responsdveis poderdo compartilhar dados e informagdes geradas nesta proposta livremente apds a publicagao
do manuscrito que inclui o conjunto de dados em questdo, desde que seja dado crédito adequado a equipe de
pesquisa e agéncia financiadora (FAPESP), em caso de aceite do projeto. Os dados poderdo ser compartilhados por
meio de copias impressas ou eletronicamente. O presente estudo ndo gerard dados confidenciais, de modo que nao

haveré restricdes ao compartilhamento de dados.

Serdo respeitadas todas as politicas de armazenamento de dados intelectuais da FAPESP, sob responsabilidade

coordenadora da proposta, Professor Titular Dr° José Cipolla Neto

A USP Universidade de Sao Paulo, juntamente com o Departamento de Fisiologia e Biofisica ird fornecer toda a
infraestrutura e suporte necessarios para desenvolvimento e disponibilizacdo dos dados, como conexdes a internet
WiFi seguras e encriptadas, suporte de pessoal de tecnologia da informacao (TI) na manutencdo do acesso a rede e
internet, suporte especifico e necessaria a execucao do plano de gerenciamento de dados.
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